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 Chapter 11 – Summary/samenvatting 
Summary 
Colorectal liver metastases are a leading cause of death in the western world. 
Partial liver resection is currently the only potentially curative treatment option. 
Extensive liver resection may leave insufficient residual liver volume to sustain 
vital liver functions, but the maximum tolerated resectable volume is variable 
between individual patients. Increasing insights in functional changes following 
liver surgery and in causes of interindividual variation may ultimately lead to the 
development of tools that allow individual risk analysis. In chapter 1 an 
overview is presented concerning the development of the incidence of 
colorectal liver metastases throughout the past years and concerning the 
development of hepatic surgery at the University Hospital Maastricht. In addition 
factors impairing liver function following liver surgery as well as 
pathophysiological processes compensating for diminished liver function are 
reviewed. 
Ammonia detoxification by urea synthesis is a vital metabolic pathway, almost 
completely limited to the liver. In view of this fact, a decrease of whole body 
urea synthesis could be expected following major liver resection. In chapter 2 
however, data are presented showing that the capacity for urea synthesis per 
gram liver is sufficiently large to maintain ammonia clearance and urea 
production within one hour following major hepatectomy. Urea synthesis per 
gram liver increases proportionately to the resected liver volume and does not 
limit the liver volume that can be safely resected. However maintained 
ureagenesis is associated with an increased plasma level of α-amino-nitrogen 
which is an early indicator of hepatic dysfunction following liver resection. 
In chapter 3 the crucial role of the liver in the exchange of nitrogenous 
compounds such as amino acids, ammonia and urea between various organs 
was investigated. Ammonia, produced by the gut from glutamine and 
transported to the liver by the portal vein, is completely removed from the 
circulation by the liver. This is the first time this observation has been made in 
humans with a normal liver. The kidneys release ammonia into the systemic 
circulation and as such account for all systemic ammonia release. Following 
major hepatectomy, hepatic ammonia clearance is maintained, which is in 
agreement with findings from chapter 2. Consequently, in this situation the 
kidneys still remain exclusively responsible for systemic ammonia release. 
In chapters 4 and 5 advantage was taken of the opportunities provided by liver 
surgery to study the interorgan metabolic routing of the amino acid glutamine. 
Apart from the fact that glutamine serves as an end product of ammonia 
detoxification, glutamine supplementation has been shown to improve outcome 
after elective surgery, trauma and critical illness most likely because of its 
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beneficial effects on immune function and inflammatory activity. Similar 
properties have been ascribed to the amino acid arginine. It has been 
suggested that glutamine is a precursor for arginine synthesis and that this 
conversion partly explains the beneficial effects of glutamine supplementation. 
During hepatic or pancreatic surgery blood was sampled from intra-abdominal 
vessels and amino acid tracers labelled with stable isotopes were infused. 
These studies showed that in humans glutamine is partly converted in the 
intestine to citrulline which in turn is partly extracted by the liver. Subsequently 
glutamine-derived citrulline is converted in the kidney to arginine. 
Liver function following liver surgery may be impaired by hepatocellular injury. A 
well-known cause of hepatocyte injury is ischemia-reperfusion due to temporary 
obstruction of the blood flow to the liver (Pringle manoeuvre). But, other factors 
potentially leading to hepatocellular injury such as drug hepatotoxicity, liver 
manipulation and systemic inflammation in response to surgical trauma have 
not been addressed. In chapters 6 and 7 data are presented showing that 
manipulation of the liver during surgery leads to hepatocyte injury, evidenced by 
increased plasma levels of proteins such as liver type-fatty acid binding protein 
(L-FABP) and arginase-1 that are normally contained within hepatocytes. The 
increase of plasma levels of these proteins was even more prominent before 
the actual liver transection than during ischemia-reperfusion, suggesting that 
liver manipulation is in fact a leading cause of hepatocyte injury during liver 
surgery. 
Within the hepatocyte the enzyme arginase-1 converts the amino acid arginine 
to ornithine and urea as a part of the urea cycle. It has been described that 
increased plasma concentrations of arginase-1 causes breakdown of plasma 
arginine. Since arginine is an important substrate for a wide array of 
physiological functions, arginine depletion due to inappropriate arginase-1 
activity in plasma might have been deleterious for postoperative outcome 
following liver surgery. Data in chapter 7 however show that arginine levels are 
not affected by increased arginase-1 levels during liver surgery and that the 
arginase-1 concentration that is actually required to significantly reduce arginine 
plasma levels is rarely encountered in clinical practice with the exception of the 
liver transplantation setting. 
Potential strategies to preserve cellular integrity following liver surgery include 
the supplementation of antioxidants that may become depleted during liver 
surgery. The formation of oxygen-derived free radicals is a universal 
characteristic of ischemia reperfusion. These highly reactive substances cause 
injury to cellular lipids, DNA and proteins, causing apoptotic cell death. Potential 
causes and the extent of oxidative stress as well as its effect on antioxidant 
status during intermittent hepatic ischemia-reperfusion has remained ill-defined. 
Data in chapter 8 show that an intermittently applied Pringle manoeuvre gives 
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rise to the formation of free radicals during ischemia, due to increased xanthine 
oxidase activity but that xanthine oxidase is not involved in free radical 
generation during reperfusion. Intracellular concentrations of antioxidants such 
as glutathione and carotenoids are well maintained during the intermittent 
Pringle manoeuvre. In contrast, plasma concentrations of water-soluble 
antioxidants as well as their net hepatosplanchnic uptake decrease upon 
increasing cumulative ischemia time. 
Aims of the studies described in chapter 9 were to describe the extent and 
time-course of the expression of several important heat shock proteins (HSP’s) 
during the intermittent Pringle manoeuvre. HSP expression is an important 
endogenous protection mechanism against various forms of cellular stress, 
including ischemia-reperfusion. It was shown that during the intermittent Pringle 
manoeuvre the transcription factor hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) is 
activated, followed by activation of the downstream pathway leading to Heme 
Oxygenase-1 (HO-1) formation. This protein had a significant protective effect 
on liver cells in vitro. We also found activation of the transcription factor heat-
shock factor-1 (HSF-1), albeit without significant changes in downstream 
pathways such as glucose regulated protein 94 (GRP-94) and HSP-70 
expression. 
Final conclusions 
Surgical resection of colorectal liver metastases is an effective and safe 
treatment. Although resection of excessive amounts of functional liver volume 
will lead to liver insufficiency, the capacity of the liver for vital functions such as 
urea synthesis is sufficient to maintain homeostasis after major hepatectomy. In 
addition, liver surgery provides unique opportunities to carry out invasive 
studies of pathophysiological consequences of liver surgery itself and the role of 
the liver in human physiology. Such physiological studies resulted in new 
insights concerning the apparently inferior role of the intestines and the crucial 
role of the kidneys in the regulation of systemic ammonia release and 
concerning the hitherto unrecognized importance of the liver in the interorgan 
exchange of glutamine, citrulline and arginine. These insights may become 
valuable to further optimize metabolic support of patients dependent on artificial 
nutrition or patients with liver disease. 
Cell survival is essential to maintain liver function following liver surgery. Liver 
manipulation during surgery appears to be an important cause of hepatocellular 
injury, evidenced by the release of L-FABP and arginase-1 into the plasma, 
even before the ischemia-reperfusion phase.  Increased arginase-1 levels 
however, do not affect plasma arginine following liver resection. The effect of 
hepatic ischemia-reperfusion on hepatocellular injury appears to be limited 
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when ischemia-reperfusion is applied intermittently. Under these conditions the 
liver is protected against cell injury and oxidative stress by endogenous hepatic 
antioxidants and by the uptake of water-soluble antioxidants from the plasma. In 
addition disturbance of cellular redox balance due to GSH oxidation early during 
hepatic ischemia is rapidly restored during intermittent hepatic ischemia, 
probably by increased GSSG reduction. Moreover the rapid induction of heat 
shock proteins, especially HO-1 is likely to contribute to the preservation of 
hepatocellular integrity during the intermittent Pringle manoeuvre. Antioxidant 
supplementation or HSP induction may become the basis for future 
interventions increasing cell survival following liver surgery.  
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Samenvatting 
Colorectale levermetastasen zijn een voorname doodsoorzaak in de westerse 
wereld. Een partiele leverresectie is momenteel de enige potentieel curatieve 
behandelingsmogelijkheid. Uitgebreide leverresectie kan onvoldoende 
resterend levervolume achterlaten om vitale leverfuncties te handhaven, maar 
het maximaal te verwijderen levervolume verschilt tussen individuele patienten. 
Groeiende inzichten in functionele veranderingen na leverchirurgie en in 
oorzaken van variaties tussen verschillende personen kunnen uiteindelijk leiden 
tot de ontwikkeling van middelen die individuele risico inschatting mogelijk 
maken. In hoofdstuk 1 wordt een overzicht gegeven van de ontwikkeling van 
het voorkomen van colorectale levermetasasen gedurende de laatste jaren en 
van de ontwikkeling van leverchirurgie in het academisch ziekenhuis Maastricht. 
Verder worden factoren besproken die de leverfunctie na leverchirurgie kunnen 
beperken alsmede pathofysiologische processen die compenseren voor een 
verminderde leverfunctie. 
De ontgifting van ammoniak door ureum synthese is een vitaal metabool 
proces, dat bijna uitsluitend beperkt is tot de lever. Gezien dit gegeven zou na 
een grote leverresectie een afname verwacht kunnen worden in de ureum 
synthese. In hoofdstuk 2 echter wordt aangetoond dat de capaciteit voor 
ureum synthese per gram lever voldoende is om binnen één uur na een grote 
leverresectie de ammoniakklaring en ureum productie te handhaven. De ureum 
synthese per gram lever neemt evenredig toe met het gereseceerde lever 
volume en is dus geen beperkende factor voor het maximaal te reseceren lever 
volume. De handhaving van de ureumsynthese gaat echter wel gepaard met 
een toename van de plasmaconcentratie van aminozuren, wat een vroege 
indicator is van lever dysfunctie na leverresectie. 
In hoofdstuk 3 onderzochten we de cruciale rol van de lever in de uitwisseling 
van stikstofhoudende stoffen als aminozuren, ammoniak en ureum tussen 
verschillende organen. Ammoniak, geproduceerd door de darm uit glutamine en 
getransporteerd naar de lever door de poortader, wordt door de lever volledig 
uit de circulatie verwijderd. Dit is de eerste keer dat deze observatie werd 
gedaan in mensen met een normale lever. De nieren geven ammoniak af aan 
de systemische circulatie en zorgen aldus voor alle systemische ammoniak 
afgifte. Na een grote leverresectie is de ammoniak klaring door de lever 
bewaard, wat overeenkomt met bevindingen uit hoofdstuk 2. Dientengevolge 
zijn de nieren in deze situatie nog steeds exclusief verantwoordelijk voor de 
systemische ammoniak afgifte. 
In hoofdstukken 4 en 5 werd gebruik gemaakt van de unieke mogelijkheden 
die geboden worden door leverchirurgie om de interorgaan stofwisseling van 
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het aminozuur glutamine te bestuderen. Afgezien van het gegeven dat 
glutamine dient als een eindproduct van de ontgifting van ammoniak, is 
aangetoond dat de toediening van glutamine de resultaten van electieve 
chirurgie, trauma en kritische ziekte verbetert, meest waarschijnlijk door de 
positieve effecten op de immuunfunctie en de inflammatoire activiteit. 
Soortgelijke eigenschappen worden toegeschreven aan het aminozuur arginine. 
Het is wel gesuggereerd dat glutamine een precursor is voor de synthese van 
arginine en dat deze omzetting de positieve effecten van glutamine deels kan 
verklaren. Tijdens buikoperaties aan de lever of alvleesklier werd bloed 
afgenomen uit bloedvaten in de buik en werden met stabiele isotopen gelabelde 
aminozuren toegediend. Deze studies toonden aan dat in de mens glutamine in 
de darm gedeeltelijk wordt omgezet in citrulline, wat daarna gedeeltelijk wordt 
opgenomen door de lever. Vervolgens wordt citrulline, afkomstig uit glutamine 
door de nier omgezet in arginine. 
De functie van de lever na leverchirurgie kan beperkt worden door levercel 
schade. Een bekende oorzaak hiervan is ischemie-reperfusie door tijdelijke 
afsluiting van de bloedtoever naar de lever (Pringle manoeuvre). Maar, andere 
factoren die mogelijk leiden tot levercel schade zoals de schadelijkheid van 
medicijnen, lever manipulatie en systemische ontsteking ten gevolge van 
chirurgisch trauma waren nog niet uitgebreid bestudeerd. In hoofdstukken 6 
en 7 worden data gepresenteerd die aantonen dat manipulatie van de lever 
tijdens chirurgie leidt tot levercel schade, blijkend uit een toename van de 
plasmaspiegels van eiwitten als liver type-fatty acid binding protein (L-FABP) en 
arginase-1 die zich normaal gezien binnen in de levercel bevinden. De toename 
van de plasmaspiegel van deze eiwitten was zelfs meer uitgesproken tijdens 
levermanipulatie dan tijdens ischemie-reperfusie, wat suggereert dat lever 
manipulatie inderdaad een belangrijke oorzaak is van levercel schade tijdens 
chirurgie. 
Binnen de levercel zet het enzym arginase-1 het aminozuur arginine om in 
ornithine en ureum, als onderdeel van de ureum cyclus. Er is beschreven dat 
toegenomen plasmaspiegels van arginase-1 leiden tot de afbraak van arginine 
in het plasma. Omdat arginine een belangrijk substraat is voor een uitgebreid 
scala aan fysiologische functies, zou arginine depletie door ongepaste arginase 
activiteit in plasma nadelig kunnen zijn voor de uitkomst na leverchirurgie. Data 
in hoofdstuk 7 tonen echter aan dat arginine spiegels niet worden beïnvloed 
door toegenomen arginase-1 spiegels tijdens leverchirurgie en dat de arginase-
1 concentraties die daadwerkelijk nodig zijn om een belangrijke afname van 
arginine plasma spiegels te bewerkstelligen zelden voorkomen in de klinische 
praktijk, met een mogelijke uitzondering voor de lever transplantatie. 
Onder de potentiële strategieën om de integriteit van cellen te bewaren tijdens 
leverchirurgie valt de toediening van antioxidanten die mogelijk uitgeput raken 
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tijdens de operatie. De vorming van vrije zuurstof radicalen is een universeel 
verschijnsel tijdens ischemie-reperfusie. Deze zeer reactieve stoffen 
veroorzaken schade aan vetzuren, DNA en eiwitten in cellen, waardoor 
apoptotische celdood ontstaat. Over mogelijke oorzaken van oxidatieve stress 
en de gevolgen hiervan voor de anti-oxidant status tijdens leverchirurgie is 
weinig bekend. In hoofdstuk 8 wordt aangetoond dat een intermitterend 
toegepaste Pringle manoeuvre leidt tot de vorming van vrije radicalen tijdens 
ischemie, door een toegenomen activiteit van xanthine oxidase, maar dat 
xanthine oxidase niet betrokken is in de vorming van vrije radicalen tijdens 
reperfusie. De gehaltes van anti-oxidanten als glutathion en carotenoiden 
blijven goed in stand tijdens de intermitterende Pringle manoeuvre. De plasma 
spiegel van water-oplosbare antioxidanten daarentegen, alsmede de netto 
opname door het hepatosplanchnische gebied (darm en lever) neemt af 
naarmate de cummulatieve ischemie tijd toeneemt. 
De studies die beschreven worden in hoofdstuk 9 hadden ten doel om de mate 
en het tijdsverloop van de expressie van verschillende heat shock proteins 
(HSP’s) te beschrijven tijdens de intermitterende Pringle manoeuvre. HSP 
expressie is een belangrijk endogeen beschermingsmechanisme tegen 
verschillende vormen van cellulaire stress, waaronder ischemie-reperfusie. Er 
werd aangetoond dat tijdens de intermitterende Pringle manoeuvre de 
transcriptie factor hypoxia-inducible factor (HIF-1α) wordt geactiveerd, gevolgd 
door activatie van een stroomafwaartse route, leidend tot de vorming van Heme 
Oxygenase-1 (HO-1). Dit eiwit had een belangrijke beschermende werking op 
levercellen in vitro. Verder vonden we activatie van de transcriptie factor heat-
shock factor-1 (HSF-1), overigens zonder belangrijke veranderingen in 
stroomafwaartse processen zoals de expressie van glucose regulated protein 
(GRP-94) en HSP-70. 
Slotconclusies 
Chirurgische resectie van colorectale levermetastasen is een effectieve en 
veilige behandeling. Hoewel excessieve resectie van het functionele volume 
uiteindelijk zal leiden tot leverfalen, is de reserve capaciteit van de lever voor 
vitale functies als ureum synthese voldoende om de homeostase te bewaren na 
een grote leverresectie. Bovendien biedt leverchirurgie unieke mogelijkheden 
om invasieve onderzoeken uit te voeren naar de pathofysiologische gevolgen 
van leverchrirugie zelf, maar ook naar de rol van de lever in de menselijke 
fysiologie. Dergelijke fysiologische studies resulteerden in nieuwe inzichten over 
de klaarblijkelijk beperkte rol van de darmen en de cruciale rol van de nieren in 
de regulatie van systemische ammoniak afgifte en over het totnogtoe niet 
onderkende belang van de lever in het interorgaan transport van glutamine, 
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citrulline en arginine. Deze inzichten kunnen van belang worden om de 
metabole ondersteuning te verfijnen van patiënten die afhankelijk zijn van 
kunstmatige voeding en van patiënten met leverziekten. 
Het overleven van cellen is de sleutel voor waarborging van de leverfunctie na 
leverchirurgie. Levermanipulatie tijdens chirurgie lijkt een belangrijke oorzaak 
van levercel schade, blijkend uit het vrijkomen van L-FABP en arginase-1 in het 
plasma, zelfs voor de ischemie-reperfusie fase. Overigens, leiden deze 
verhoogde arginase-1 spiegels niet tot een arginine daling na leverresectie. Het 
effect van ischemie-reperfusie op levercel schade lijkt beperkt als de ischemie-
reperfusie intermitterend wordt toegepast. Onder deze omstandigheden is de 
lever beschermd tegen celschade en oxidatieve stress door endogene 
antioxidanten in de lever en de opname van water-oplosbare antioxidanten uit 
het plasma. Verder wordt de cellulaire redox balans die al snel tijdens ischemie 
wordt verstoord door GSH oxidatie weer snel hersteld, waarschijnlijk door 
toegenomen GSSG reductie. Bovendien draagt de snelle inductie van Heat 
Shock Proteins, vooral HO-1 waarschijnlijk bij aan het bewaren van de 
integriteit van de levercel tijdens de intermitterende Pringle manoeuvre. 
Antioxidant toediening of HSP inductie kunnen mogelijk de basis gaan vormen 
voor toekomstige interventies om de overleving van cellen na leverchirurgie te 
verbeteren. 
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